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(57) Abstract 

The invention relates to a device and a method for taking and initially preparing tissue, 
blood or other samples with cells or cell components containing a cote or DNA for molecular 
genetic tests. The inventive device for obtaining and initially preparing samples containing 
cells with DNA comprises a sample container and means for obtaining the samples, said 
means being inserted in the sample container after the sample has been obtained arid sealed 
inside said container. The sample container has a bottom and side walls and is closed with 
a lid that can be easily perforated. It also includes means for fixing the inserted sample 
obtaining means in an area of the container side walls distant from the bottom, whereby 
means for protecting against enzymes having a catabolic effect on the DNA are provided in 
the container, whereby the means for obtaining the sample are embodied in such a way that, 
once inserted in the sample container, said means are fixed in a stable manner to the means 
provided in the sample container for fixing which divides the sample contaiiwr into at least 
one sample chamber delimited by the bottom and the side walls of the sample contaiiwr and 
the front end of the sample obtaining means. 

(57) Zusammenlassiiiig 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahrcn air Entnahme und Erst-Aufbereitung von Gewebe/Blut 
Oder anderen Proben mit Kem- bzw. DNA-haltigen Zellen oder Zellbestandteilen ftlr die molekuiargenetische Untersuchung. Die 
erfindungsgemaSe Vorrichtung zur Gewinnung und Erst-Aufbercitung von DNA-haltige Zellen endialtenden Proben umfaflt e 
Probenaufnahmebehalter und Mittel zum Gewinnen der Pnobe, das nach Gewinnen der Probe in den Probenaufnahmebehaiter eingefUhrt 
wird und diesen dichtend verschlieBt, wobei der Probenaufnahmebehaiter ein Bodenteil und SeitenwSnde aufweist, mit einem leicht 
durchdringbaren Deckel verschlossen ist und in einem von dem Boden entfemt liegenden Bereich der Behiiiterseitenwande Mittel z\ 
Fixieren des eingefOhrten Probengewinnungsmittcls besitzt, wobei in dem Behilter Mittel zum Schutz vor DNA abbauenden Enzymen 
vorgesehcn sind, wobei das Mittel zum Gewinnen der Probe derait ausgestaltet ist, da6 es beim EinfOhren in den Piobenaufhahmebehalter 
mit den am Probenaufnahmebehaiter vorgeschen Mittel zum Fixieren ortsstabil befestigt wird und den Pnabenanfhahmebehaiter in 
mindestens einen Probenraimi einteilt, der durch den Boden und die Settenw9nde des Probenaufhahmebehalters und das votdere Ende 
des Probengewinnungsmittcls begrenzt witd. 
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Vorrichtung und Verfahren zwr Gewimnmg und Erst-Aufbereitung von 
Gewebeproben fOr die molekulaigen^sche Diagnostik 

5 

Die vorliegende Erfmdung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Gewinnung 
und Erst-Aufbereitung von Gewebe/Blut odter an<kren Proben mit Kern- bzw. DNA- 
haltigen Zellen Oder Zellbestandteilen fiir die molekulargenetische Untersuchung. Die Er- 
fmdung betrifft weiter die Verwendung der hier beschriebenen Vorrichtung zur Typi- 
10 sienmg von Tierpopulationen. 

Fiir diverse Forschungs- und Anwendimgsprograimne ist die Gewinnung einer grofien 
Anzahl von Gewebe- bzw. DNA-Proben notwendig. Dabei miissen unter bestimmten 
Umstanden Informationen fiber ganzen (Nutztier)-Populationen ocfcr regionale bzw. 
15 spezieU charakterisierte Tierbestande (z.B. biologisch dynamische Tieiproduktion) 
gewonnen werden. 

So wurde beispielsweise ausgeldst dutch den BSE-Skandal und die damit verbundenen 
Probleme die Herkunft von Fleisch und Produkten aus unbelasteten Betrieben zu- 
20 zusichem eine EU-weite Kennzeichnungspflicht von Nutztieren eingeftihrt, wobei die 
Tiere bei oder kurz nach ihrer Geburt zur deren Kennzeichnung mit Ohrmarken versehm 
werden. Diese sind mit einer individuellen Nummer versehen, die das Nutztier 
kennzeichnen. So lafit sich dutch spatere Uberpriifimg der Nummer beispielsweise im 
Schlachthof feststellen, aus weichen Betrieb das Tier stammt. 

25 

Diese Ohrmarken sind jedoch nicht falschungssicher und konnen dutch Manipulation 
ausgetauscht werden, so daB das eingeluhtte System der Kennzeidbmmg umgangen 
werden kann. Vom Verbraucher oder Zwischenhandler kann somit nicht sichei^esteUt 
wer(ten, ob das Tier wirklich aus dem angegebenen Betrieb stammt. 

30 

Es ware dahet wiinschenswett fiber ein einj&ches analytisches Verfahren zu verfugen, das 
eine unabhangige Uberpriifimg der von Produzenten, Verarbeitem und Vennatktetn 
gemachten Angaben ermoglicht. 

35 Jedes Subjekt kann bekanntermaBen durch Untersuchung bestimmter DNA-Varianten als 
Individuum identifiziert werden ("genetischer Fingerabdruck"). In der Forensik, bei- 
spielsweise der Bestimmung eines StraftSters, und bei der Abstammungssicherung von 
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Zuchttieren werden diese innovativen molekulargenetischen Techniken bereits analytisch 
genutzt, wobei normalerweise eine Probe des Subjekts fiber BIutentnahnK durch den Arzt 
gewonnen und dter Analyse zugefuhrt wird. Dies ist jedoch fur grSBere Populationen, ins- 
besondere bei groBen Tierbestanden zu aufwendig und hinsichtlich der damit einher- 
5 gehenden Kosten vom okonomischen Standpunkt nicht durchfiihrbar. 

Mittels modemer Nachweisverfahren (PGR, Sequenzierung, usw) laBt sich gegenwartig 
bereits an kleinsten Gewebeproben nachweisen, ob diese von einem bestinmiten 
Individuum stammen oder nicht. Der Nachweis kann reiativ einfach mit einer 
1 0 Zuverlassigkeit von iiber 99,9% gefuhrt werden. 

Der personelle und fmanzielle Aufwand fiir eine gezielt und separat durchgefiihrte Ge- 
winnung, Asservierung, Katalogisierung, Archivierung und Analyse solcher Proben- 
mengen ist jedoch zur 2^it enonn. 

15 

Eine Aufgabe der voriiegenden Erfmdung besteht daher darin eine Vorrichtung 
bereitzustellen, mit der eine Gewinnung von DNA-haltigen Proben aus einem Subjekt 
einfach und kostengiinstig durchgefiihrt werden kann. 

20 Eine weitere Aufgabe der Erfmdung besteht darin ein Verfahren zu liefem, mit dem 
Gewebe- und/oder Blutproben aus Subjekten einfach gewonnen und einem analytischen 
Verfahren zugefiihrt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch eine Vorrichtung zur Gewinnung und Erst-Aufbereitung 
25 von DNA-haltige Zellen enthaltenden Proten, die einen Probenaufiiahmebehalter und 
Mittel zum Gewinnen der Probe umfaflt, das nach Gewinnen der Probe in den 
Probenaufiiahmebehalter eingefuhrt wird und diesen dichtend verschlieBt, wobei der 
Probenaufiiahmebehalter ein Bodenteil und Seitenwande aufweist, mit einem leicht 
durchdringbaren Deckel verschlossen ist und in einem von dem Boden entfemt liegenden 
30 Bereich der Behalterseitenwande Mittel zum Fixieren des eingeffihrten Probenge- 
winnungsmittels besitzt, wobei in dem Behalter Mittel zum Schutz vor DNA abbauenden 
Enzymen vorgesehen sind, wobei das Mittel zum Gewinnen der Probe derart ausgestaltet 
ist, dafi es beim Einfiihren in den Probenaufiiahmebehalter mit den am 
Probenaufiiahmebehalter vorgesehenen Mittel zum Fixieren ortsstabil befestigt wird und 
35 den Probenaufiiahmebehalter in mindestens einen Probenraum einteilt, der durch den 
Boden und die Seitenwande des Probenaufiiahmebehalters imd das vordere Ende des 
Probengewinnungsmittels begrenzt wird. 
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Die vorstehende Aufgabe wird weiter durch ein Verfahren gelost, bei dem unter Ver- 
wendung der erfindungsgemaflen Vorrichtung mit <fcm vorderen Ende des Proben- 
gewinnungsmittels eine geeignete Probe gewonnen und dieses in den Probenauf- 
5 nahmebehalter eingefOhrt wird. so dafi ein durch den Boden und die Seitenwande des 
Probenaufhahmebehalters und dem vorderen Teil des Probengewinnungsmitteis 
begrenzter Probenraum gebildet wird, der gegenuber der Umgebung dicht abgeschlossen 
ist. 

1 0 Die Erfindung wird nun anhand beiliegenden Zeichnungen erlautert, in denen: 

Fig. 1 einen Querschnitt einer Ausfuhrungsform des Probenaufnahmebehalters 1 zeigt, in 
dem an dessen Boden 2 ein Vorsprung 8 ausgebUdet ist. Das Probengewinnungsmittel 4 
befindet sich in dem Probenaufnahmebehalter 1 und verschlieBt diesen dichtend. An der 
15 dem Probenraum 6,6a abgewandten Seite des Probengewinnungsmitteis 4 ist eine Ver- 
tiefung 12 zur Aufhahme eines Stiftes ausgebildet. 

Fig. 2 einen Querschnitt einer Anordnung Donq)latte 10 mit Dom 10a, Lochplatte 11 mit 
einem mit einer Lasche 9 ausgebildeten Probenaufaahmebehalter 1 zeigt, der mit dem 
20 Probengewinmmgsmittel 4 verschlossen ist, wie sie sich nach Anbringen einer Ohrmarke 
10,11 und gleichzeitiger Gewinnung einer Probe darstellt. 

Fig. 3 eine Seitenansicht einer aus einer Domplatte 10 und einer Lochplatte 11 be- 
stehenden Ohrmarke 10,11 und eines mit einer Lasche 9 versehenen Probenauf- 
25 nahmebehSlters 1 vor Zusammenfiihrung durch eine geeignete Vorrichtung darstellt. 

Fig. 4 schematisch eine DNA-Individual-Typisierung beim Rind zeigt. 

Die Erfindung wird nun anhand bevorzugter Ausfuhrungsformen unter Bezugnahme auf 
30 die Zeichnungen ausfiihrlich erlautert. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung enthalt einen Probenaufnahmebehalter 1 und ein 
Probengewinnungsmittel 2. 

35 Der Probenaufiiahmebehalter 1 weist einen Boden 2 und Seitenwande 3 auf und ist mit 
einem leicht durchdringbaren Deckel, wie einer Folic oder einer Membran verschlossen. 
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Der Probenaufhahmebehalter 1 kann selbst durch weitere Membrai»n unterteilt werden, 
so dafi zwei oder mehr Komponenten im Probenaufioahmebehalter 1 bis zur Anwendung 
voneinaniter getrennt vorliegen und erst durch das Einbringen des Probengewinnungs- 
mittels 4 in (ten BehSlter 1 miteinander und mit der Probe in Kontakt konnnen. Der 
5 Probenauftiahmebehalter 1 kann femer durcti eiie Trennwand, wie einen sich liber den 
gesamten Durchmesser des Bodens 2 erstreckenden Vorsprungs 8 in mindestens zwei 
Bereiche unterteilt sein, so daB bei einer Probengewinnung mindestens zwei voneinander 
getrennte Proben gewonnen werden konnen. 

10 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform nimmt der Probenaufhahmebehalter 1 mindestens 
das vorctere Ende des Probengewinnungsmittels 4 auf. Er kann im Bodenbereich 2 so 
ausgebildet sein, dafi ein gegebenenfalis eine Kegelform aufweisender Vorsprung 8 vor- 
handen ist, wobei das Probengewinnungsmittel 4 zur Aufnahme des Vorsprungs 8 ent- 
sprechend angepafit ist. Dies fuhrt dazu, daB beim Einfuhren des Proben- 

15 gewinnungsmittel 4 in den Probenaufnahmebehialters 1 die Probe durch das Zusammen- 
pressen der beiden Teile sehr stark zerquetscht und zerkleinert und in den durch den 
Boden 2 und die Seitenwande 3 des Probenaufhahmebehalters 1 sowie dem vorderen 
Bereich 7 des Probengewinnungsmittels 4 begrenzten Probenraum 6, 6a gedruckt wird. 

20 Der Probenaufhahmebehalter 1 kann welter eine Haltevorrichtung 9, wie ein flach 
angesetztes Tell, beispielsweise eine Lasche mit einem Loch, aufweisen, um diesen 
entprechend zu befestigen. So kann beispielsweise bei Verwendung einer Zange zum 
Anbringen der Ohrmarke 10,11 die Lasche an dieser befestigt werden. Die Lasche eignet 
sich weiter zur Aufnahme der Identifikationsnummer, die mit der der Ohrmarke 

25 iibereinstimmt. Die Beschriftung kann von Hand erfolgen, in dafiir vorgesehene 
vorgeformte Rillen eingetragen werden oder durch Vorbeschriftung, z.B. Einpragung, 
Oder mit einem Drucker gleichzeitig xmd identisch mit dem Anbringen der 
Identifikationsnummer auf einem Plattenteil der Ohrmarke 10,11 erfolgen. 

30 Der Probenauftiahmebehalter 1 kann gegebenenfalis (z.B. fiir eine Weiterbearbeitung der 
Proben von Hand) auch so ausgebildet sein, daB (fer Bereich des Proben- 
aufhahmebehalters 1, der nach VerschlieBen mit dem Probengewinramgsmittel 4 den 
Probenraum 6,6a defmiert, mit dem Korpus des Probenaufiiahmebehalters 1 durch ein 
Gewinde verbunden ist und daher leicht abgeschraubt werden kann, so daB ein leichter 

35 Zugang zu der Probe ermoglicht wird. 
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In einer bevorzugten Ausfuhningsfom wird der ProbenaufiiahmebeMlter 1 mit dem 
Probengewinnungsmittel 4 (krart verschlossen, da6 ein Offiien des gebildeten Proben- 
raums 6,6a oboe Z^rstSning (ter Votrichtung nicht moglich ist. Dadurch kann sicher- 
gestellt werden, dafi eine ManiiHilation der einmal gewonnenen Probe, ohne daB es be- 

5 merkt wird, nicht erfolgen kann. 

In dem Probenaufhahmebehalter 1 befindet sich Material zur Inaktivierung des Proteinan- 
teils der Gewebeprobe imd zur Stabilisiening der DNA. 

10 Das Material zur Inaktivierung von Proteinen (Enzyme, DNAsen usw.) der Gewebeprobe 
und zur Stabilisierung der DNA kann beispielsweise ausgewahlt werden aus der Gruppe 

bestehend aus: 

• Proteinase K (z.B. zur Stabilisierung wahrend der Lagerdauer lyophilisert) und 
1 5 (getrennt eingefiilltem) Puffer zum Verdau von Proteinen; 

• Starke Lauge; 

• Molekularsieb (z.B. E. Merck 0,2 nm Nr. 1.05704.0250, K 230045904 624. 
Wasseraufoahmevermogen > 20%), das extrem hygroskopisch ist und bei Kontakt 
mit der Gewebeprobe diese austrocknet (und erwarmt) und damit inaktiviert. Zum 

20 Schutz des Molekularsiebes vor unerwunschter Aufhahme von Feuchtigkeit aus der 

Luft kann es z.B. mit dem Edelgas Argon uberschichtet und mit einer Folic 
abgedeckt werden; 

• anderen Bestandteilen, die die Inaktivierung des Proteinanteils und die Stabilisierung 
der DNA imterstutzen. 

25 

Das Material wird so formuliert, daB es fur einen langen Zeitraum, beispielsweise bis zu 
1 Jahr Oder langer aktiv bleibt und nach dem Einbringen der Probe zumindest fiir 
mehrere Monate bis zu einem Jahr eine hinreichende Integritat der DNA fur eine 
analytische Untersuchung gewShrt. 

30 

Das Probengewinnungsmittel 4 kann jede Form annehmen, mit der die Probe gewonnen 
und in den Probenaufhahmebehalter 1 eingefuhrt werden kann, wobei das Probenge- 
winnungsmittel 4 den Probenaufnahmebehalter 1 nach Einfuhren dichtend verschliefit. 
Dies schlieBt die Form von Zylindem, Kegein, usw. ein. 

35 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform besteht das Probengewinnungsmittel 4 aus zwei 
Teilen, die vor der Benutzung (losbar) miteioander verbunden sind und sich beim 
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Benutzen voneinander treimen. Dies kann beispielsweise uber eine als Sollbruchstelle 
ausgelegte schmaie Kunststoffbrucke realisiert werden. Das Probengewirnnrngsmittel 4 
kann tnassiv sein oder an <tessen hinteren Ende eine Vorrichtung zur AufDahme eines 
Stifles, beispielsweise einen zentrischen Hohlraum 12. aufweisen, in den beim Benutzen 
5 ein Stahlstift einer Zange zur Stabilisienmg eingefShrt wird. 

Das Probengewinnungsmittel 4 erfiillt melirere Aufgaben. Mit ihm wird die Probe ge- 
wonnen, beispielsweise dutch einfaches Eintauchen in Korperfltissigkeiten, wie Blut, 
Lymphe oder Urin oder Abkratzen und Herausstechen von Gewebe von bzw. aus dem 
10 Subjekt. 

In einer bevorzugten Ausfiihnmgsform wird mit der erfindungsgemafien Vorrichtung bei- 
spielsweise Gewebe aus der Haut eines Menschen entnommen, beispielsweise ein 
Gewebe mit Verdacht auf Melanom. 

15 

Weiter kann mit der erfindungsgemafien Vorrichtung das Ohr eines Subjekts, insbesonde- 
re das eines Tiers durchstochen werden, wobei das vordere Ende des 
Probengewinnungsmittel 4 scharfkantig ausgebildet sein kann, so dafi beim Durchdringen 
des Ohres eine kleine Gewebeprobe ausgestanzt/gequetscht wird. 

20 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird das Probengewinnungsmittel zur 
Gewinnung der Probe rait einer geeigneten Vorrichtung, wie einer Ohrzange, gleichzeitig 
mit einer Ohrmarke durch das Ohr eines Subjekts gedriickt, so dafi das Anbringen der 
Ohrmarke und die Gewinnung der Probe in einem Arbeitsgang vonstatten geht. 

25 

Die fOr die Markierung verwendete Ohrmarke besteht in der Regel aus zwei Teilen, einer 
den Dom tragenden Platte 10 (Domplatte) und einer Lochpiatte 1 1 , die etwa die gleiche 
GroBe aufweist wie die Domplatte 10 oder auch aus einer kleineren Scheibe bestehen 
kann, die nur groB genug sein mu6 um ein Herausrutschen des Doms 10a aus dem Ohr 
30 zu verhindem. Beide Telle werden aus lebensmitteltauglichen und gewebevertraglichem 
Kunststoff (z.B. Polyurethan - Desmopan 795 U von Bayer) oder zum Teil aus Metall 
(z.B. Edelstahl,. Messing, Bronze o.a.) gefertigt. 

Zum Einziehen der Ohrmarken 10,11 kann eine handelsiibliche Ohrmarkenzange ver- 
35 wendet werden. Die meisten fur diesen Zweck verfugbaren Zangen konnen gegebenen- 
falls durch ein kleines Zusatzteil sehr einfach so umgeriistet werden, so dafi der Proben- 
aufnahmebehalter 1 nach dem Einziehen der Ohrmarke 10,11 an der Zange hangen bleibt 
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und dadurch leicht aufgenommen werden kann. Das Zusatzteil ist teispielsweise eine 
kleine Noppe, iiber die die LochoflBaung der Lasche 9 mit dem Probenaufoahmebehalter 1 
gezogen wird. Nach dem Einziehen da Ohnnarke 10,11 ins Ohr uad dem gegebenenfalls 
ruckartigen Herausziehen dter Ohnnarke 10,11 aus den Haltenmgen der Zange halt die 
5 Noppe die Lasche 9 mit dem Probenaufoahmebehalter 1 an der Zange fest. AnschlieBend 
kann die Lasche sehr leicht uber die Noppe gezogen und damit der Probenaufiaahme- 
behalter 1 eingesammelt werden. 

Das Probengewinnungsmittel 4 verscWiefit den Probenaufhahmebehalter 1 durch 
10 Einfuhren dichtend und wird durch Befestigungsmittel 5 ortsstabil fixiert, so dafi ein Aus- 
treten von Probenmaterial und ein Eindringen von Fremdmaterial verhindert wird. 

Der Probenauftiahmebehaiter 1 sowie das Probengewinnungsmittel 4 konnen aus jedem 
geeigneten Material gefertigt sein, wie beispielsweise aus Metall oder aus ggf. glasfaser- 
15 versarktem Kunststoff. 1st das Probengewinnungsmittel 4 aus Kunststoff gefertigt, so 
kann kann es beim Einziehen ins Ohr durch einen an der verwendeten Zange befindlichen 
innenliegenden Metallstift verstarkt werden. 

Mit der erfmdungsgemaBen Vorrichtung wird ermoglicht, die Probenentnahme bei Tieren 
20 gleichzeitig mit der iiblicherweise ohnehin durchgefuhrten Identifikationsmarkierung mit 
Ohnnarken 10,11 ohne wesentlichen zusatzlichen Aufwand durchzufuhren. Die daraus 
resultierenden Einsparungen sind sehr hoch. 

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemafien Vorrichtung gegeniilxsr konventionellen 
25 Probenentnahme-Behaltem ist die an den Probenaufoahmebehalter anschliefiende Halte- 
vorrichtung 9, die die Form einer flachen Lasche annehmen, imd die zur Be- 
schriftung/Kennzeichnung der Probe verwendet werden kann. Ublicherweise mufi die 
Beschriftung auf der meist runden Oberflachen von meist zylindrischen GefaBen (z.B. 
Eppendorf Tubes) mehr oder weniger miihsam und evenniell schwer leserlich von Hand 
30 angebracht werden. Ein Einlesen dieser Nummem oder Daten und eine automatisierte 
Entnahme ist dabei schwer zu realisieren. 

Das erfindungsgemafle System ist insbesondere dann von Vorteil, wenn Proben aus 
Material gewonnen werden miissen, das sich noch in einem Verbund befindet, so dafi 
35 eine Probe normalerweise mit einem Gerat (Messer, scharfer Loffel, Skalpell etc.) 
entnommen werden mufi. Bei Verwendung von wiederverwendbaren Geraten ist die 
Kontaminationsgefahr sehr grofi, da bei der sehr sensitiven analytischen Mafinahmen, wie 
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PGR (Polymerase-Ketten-Reaktion) schon einzelne Zellen zu Kontaminationen und damit 
zu falsch positiven Ergebnissen fuhren konnen. Bei Verwendung der erfindungsgemafien 
Vorrichtung kommen ausschiefilich solche Teile mit dem Probenmaterial in BerOhrung, 
die nur einmal verwendet werden. 

5 

Die erfrndungsgemiiBe Vorrichtung kann auch dazu verwendet werden um beispielsweise 
fliissige Proben (Blut, Ham, Speichel o.a.) zuverlassig und sicher aufzunehmen und 
aufzuarbeiten. In diesem Fall wird die Fliissigkeit entweder auf die Offtiung des 
Probenaufhahmebehalters 1 oder auf den vorderen Bereich des Probengewinnungsmittels 

10 4 aufgebracht und anschlieBend beispielsweise mit einer geeigneten Vorrichtung, wie 
einer Zange, in den Probenaufhahmebehalter 1 emgeprefit. Auch Proben von Oberflachen 
(Haut, Schleimhaut etc.) konnen mit der erfindungsgemafien Vorrichtung sauber, 
zuveriSssig und mit sicherer Identifikation gewonnen werden, indem der vordere Bereich 
des Probengewinnungsmittels 4 als "scharfer Loffel" verwendet und kurz fiber die 

1 5 Oberflache ge2X)gen/geschabt wird. 

Ein wesentlicher Vorteil der Erfindung besteht darin, dafi die Probenauftiahmebehaiter 1 
vor dem Verteilen an die Nutzer bzw. Tierbesitzer gleichzeitig mit den Ohrraarken 
(Domplatte 10, Lxjchplatte 11) beschriftet wer<ten konnen und dadurch unverwechselbar 
20 die selbe Nummerierung tragen. Die Beschriftung kann z.B. mit einem Drucker erfolgen, 
mit dem im Falle einer Kunststoffohrmarke ein (schwarzer) Mastermix aufgetragen wird, 
der sich so stabil mit dem Kunststoff verbindet, daB er bei iiblichem Gebrauch nicht 
verwischt oder entfemt werden kann. Weiter konnen die entsprechenden Teile eine 
individuelle Zahl-PrSgung aufweisen. 

25 

Die mit der erfindungsgemafien Vorrichtung gewonnenen Proben werden dann an eine 
zentrale Sammestelle gebracht und dort analysiert. Das Sammeta der Proben- 
aufhahmebehalter 1 kann ohne besondere Vorgaben hinsichtlich Temperawr und Dauer 
des Transportes erfolgen. Die Probenaufhahmebehalter 1 konnen problem- und gefahrlos 
30 per Post, Kurier oder Sammelaktion ins Labor oder Archiv transportiert werden. 

Die Aufarbeidmg der Proben im Labor - Entnahme eines Aliquots, Analyse-Reaktion und 
Auswertung - kann voUautomatisch mit Roboter-gesteuerten Systemen erfolgen. Die 
Identifikationsnummer der Proben wird dabei fiber ein Lesegerat erfafit und 
35 weiterverarbeitet. Durch die Vermeidung einer Dateneingabe per Hand kann die 
Fehlerquote vemachlafiigbar gering gehalten werden. 
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Zur Bearbeitung bzw. Analyse der DNA aus den mit den erfmdungsgemafien Vor- 
richtungen gesammelten Proben werden die Probenaufiiahmebehalter 1 so in ein 
Forderband eingelegt, daB ein Lesegerat die Identitat der Probe aufoehmen kann. 
AnschlieBend wird eii^ Kanule durch den Boden des Probenraums 6,6a eingestochen, 
5 Fliissigkeit zur Aufiiahrae der Probe injiziert und anschlieBend ein Aliqout entnommen. 
Die Einstichstelle kann anschlieBend wieder versiegelt werden, so daB der 
Probenaufhahmebehalter archiviert werden kann. Wurde der Probenramn 6,6a bereits 
vorab in geeigneter Weise unterteilt so befinden sich in der erfindungsgemMBen Vor- 
richtung noch weitere, zur Analyse einsetzbare Proben. 

10 

Die DNA-Isolierung kann durch die Verwendung eines Pipettier-Roboters (beispielsweise 
Biomec 2000, Beckman) und der DNA-Reinigung mittels Silikon-Partikehi (z.B. 
InstaGene* Matrix, BIO-RAD) automatisiert werden. Die Analyse-Reaktionen mit diesen 
Proben konnen ebenfalls automatisiert erstellt werden. 

15 

Mit dem hier beschriebenen System der einfachen Gewinnung von Proben und 
automatisierter Analyse lassen sich folgende Vorteile erzielen: 

• Falschungssicherer Herkunfts- und Identitatsnachweis fur alle Kinder und Fleisch von 
20 diesen Rindem in alien Stufen der Vermarktung und Verarbeimng bis bin zum 

Verzehr und damit der Nachweis der Herkunft aus BSE-freien Herkiinften 

• Ermoglichung der KontroUe und damit Stabilisierung gezielter Vermarktungs- 
programme wie z.B. von Tieren aus der Bioproduktion aus der Haltung in National- 
parks Oder mit speziellen Giitezeichen 

25 • Uberpnifimg und Uberwachung der Transportwege, -zeiten und -entfemungen fur 
alle Rindertransporte 

• Effiziente GrenzkontroUen und Nachverfolgung iniandischer Rinder im EU-Raum 
und bei intemationalen Exporten 

• Unverwechselbares Kennzeichen aller verkauften Zuchtrinder mit jederzeit 
30 nachweisbarer Identitat z.B. bei Auktionen, Ausstellungen etc. 

• Uickenloser Abstammungsnachweis fur alle geborenen Rinder und Aufdeckung von 
Fehl- Oder Falschbelegungen 

• Unzweifelhafte forensische Nachweise (auch noch bei verzehrtem Rindfleisch aus 
Mageninhalt in der Gerichtsmedizm) 

35 • Unzweifelhafte Uberwachung von KeulungsmaBnahmen und bei Seuchensanierungen 

• Feststellung der Beimengungen von Rindfleisch in alien zur Untersuchung 
vorgelegten (verarbeiteten) Lebensmitteln, einschlieBIich Heimtierfutter 
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• Aufdeckung der Identitat von Produzenten von SchlachtkSrpem, in denen im Rahimtn 
von Stichprobenuntersuchungen Behandlungen mit unerlaubten Hormonen o(kr 
Wachstumsfordercm vorgenommen worden sind 

• Herkunftsnachweis bei anderen Produkten aus der Rinderhaitung wie Fellen, 
Knochen, Homem, Klauen, Organpraparationen, Blut etc. 

• Nachweis und Kontrolle der Tier- und Bestandsherkunft bei direkt vermarkteter 
Milch und Milchprodukten 

• Exakte Erfassung alier Rinderbestande und Vermarktungswege 

• Proben fur detaillierteste Analysen von DNA-Polymorphismen, genetische Distanz- 
messungen und genetische Screening-Progranune wurden zur Verfiigung stelien 

• Optimierung von Zuchtprogrammen 

• Genetische Distanzmessungen 

• Untersuchung der genealogischen und zuchthistorischen Entwicklung von Tierrassen 

• Analysen im Rahmen Marker-gestutzter-Selektionsprogramme (MAS) 

• exakte Aussagen fiber die Prasenz und Haufigfceit bestinunter Erbfehlerallele 

Aus forensischer Sicht hat die hier beschriebene Vorrichtung und das hier beschriebene 
Verfahren welter den Vorteil, daB eine einmal eingepackte Probe nicht mehr verandert 
(ausgetauscht, verMscht) werden kann, ohne daB die dazu notwendige Manipulation des 
Probenaufhahmebehalters erkennbar sein wurde. 

Durch Sammebi und Katalogisieren der gewonnenen Proben wird waiter cine Individual- 
typisierung, ein Herkunftsnachweis, Erbfehlers-Sreening, Populationsanalysen, Muta- 
tionsdetektion, sowie Lebensmittel-Screening, Diagnostik von Rrankheitserregem, 
Transgenitatsdiagnostik, Uberwachung der Hygienesituation in Betrieben der Lebens- 
mittelver- und bearbeitung usw. ohne groBen Aufwand ermoglicht. 

Mit dem hier beschriebenen System wird ein Nachweis iiber die genetische Information, 
die nicht nur alle Tiere sondem auch die aus Tieren erstellten Produkte bis zum Verzehr 
enthalten, raoglich. Mit der hier beschriebenen Vorrichtung konnen die normalerweise 
damit einhergehenden Kosten um em Vielfaches gesenkt werden. 

So kann sogar in intensiv bearbeiteten Lebensmitteta tierischen Ursprungs (Bruhwiirste, 
Bratenfleisch, Leberkas, Schnitzel etc.) noch spezies- und individualspezifische DNA 
nachgewiesen werden. Dadurch wird ermoglicht, Kontaminationen von Lebensmittehi 
mit fremden Fleischanteilen nachzuweisen. Naturlich ist es mit Hilfe dieser Methoden 
auch mdglich, zweifelsfrei zu beweisen, daB bestimmte Lebensmittel - wie angegeben - 



wo 99/61882 



PCT/EP9&1O075 



11 

von einem bestimmten Tier stammen, wenn von dem lebenden Tier im Herkimftsbetrieb 
eine geeignete (Erst)Probe gezogen worden ist (Abb. 3). 

Dazu muB von jedem geborenen Nutztier eine Ohrgewebeprobe fur die DNA- 
5 Typisierung gewonnen und an das Typisienmgs-Zentrum ubermittelt werden. Dort 
werden mittels (automatisierter) PGR DNA-Fingerprints mit Mikrosatelliten-Primem 
erstellt und so ein unverwechselbares Muster fur jedes einzelne Tier erfaBt. 

Diese Daten werden in einer Zentraldatei gespeichert und sind erschliefibar uber: 

10 

• den bei einer KontroUuntersuchung aufgetretenen Fingerprint, d.h. bei Einsendung 
einer "Zweitprobe" kann nach der DNA-Typisierung durch Vergleich mit den 
Fingerprints aus der "Erstuntersuchung" das dazugehorige Tier herausgefimden 
werden. Dieses Ergebnis kann normalerweise innerhalb eines Tages bereitgestellt 

15 werden. In Extremfallen z.B. bei Tiertransporten oder Grenzkontrollen kann 
innerhalb von drei Smnden eine Express-Auskunft erteilt werden. 

• die Tiemummer, d.h. von jedem erfaBten Tier sind der DNA-Fingerprint und alle 
anderen Daten abrufbar 

• den Tierbesitzer, d.h. alle von einem Besitzer bzw. einer Herde vermarkteten Tiere 
20 kSnnen gepoolt werden 

• die Eltem des Tieres, d.h. nach einer mehijahrigen Erfassung aller geborenen Kinder 
kann iiber die Datei automatisch die Eltemschaft und auch die Zahl der Nachkommen 
pro Eltem iiberpriift werden. 

25 Eine Individualtypisierung von Nutztieren einer ganzen Population ist ein Novum. Jeder 
Konsument, Gast, Kunde, Handler, Metzger, Verarbeiter, Besitzer oder Kontrolleur usw. 
konnte die Identitat und damit Herkunft eines Tieres oder Tierproduktes iiberpriifen 
lassen (Fig. 4). Notwendig fiir diese Uberpriiftmg ist lediglich die Entnahme einer Zweit- 
Probe aus beispielsweise dem Schlachthof, dem Supermarkt und sogar aus dem bereits 

30 zubereiteten Mahl (beispielsweise einem im Restaurant aufgetischten Wiener Schnitzel 
Oder Tafelspitz). 

Bei lebenden Tieren z.B. bei der Uberwachung der Tiergerechtheit von Transporten 
(Entfemimg) waren ebenfalls eine Tjrpisierung unzweifelhaft zu ermoglichen. Dieses 
35 Maximum an Sicherheit bei der Uberpriifung wird automatisch zur Folge haben, daB bei 
ausreichend groBer Uberprufungsfrequenz Betrugsversuche wegen der Furcht vor einem 
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zuverlassigen und gerichtlich einwandfreien Nachweis- bzw. Aufdeckungsmdglichkeit 
vorab bereits auf ein Minimum reduziert werden. 

Bei alien zukiinftig mSglicterweise noch auftretenden Anordnungen der Uberwachung 
5 von bestimmten Grappen von Tieren oder Bestanden aufgrund von Risikoabwendungen, 
Seuchenubemachung oder Uberpriifimg von unerlaubten Ruckstanden (Hormone, 
Wachstumsbeschleuiniger etc.) in Tierkorpem kdnnte anhand der dann bereits 
vorhandenen DNA-Daten ad hoc vorgegangen werden. 

10 Wenn diese Individualtypisienmg mit dem hier beschriebenen System in einem Land 
konsequent praktiziert wird, wird man bei auftretenden Problemen (z.B. BSE-Verdacht 
bei einem Tier, Ausbruch der Schvireinepest in einem Betrieb etc.) jederzeit in der Lage 
sein, jeweils umnittelbar, d.h. noch am selben Tag, zu reagieren und damit fur die 
Verbraucher einen einzigartigen Schute oder fur die Uberwachung eine einzigartige 

1 5 Kontrolbnoglichkeit zu bieten. 

Insbesondere konnte z.B. durch die Individualtypisierung auch luckenlos und zweifelsfrei 
bewiesen werden, da6 Tiere und Produkte aus altemativer Produktion wirkiich dorther 
stammen. Das bedeutet, da6 jeder Kunde auch noch nach weitlSufigsten Transporten und 
20 Vennarktungen des Fleisches durch Einsendung von Proben (Zweitprobe) eine 
Uberpriifung der das Fleisch begleitenden Informationen veranlassen konnte. 

Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen naher erlautert, die nicht zur Begrenzung 
der in den Anspruchen niedergelegten Erfindung gedacht sind. 

25 

Beispid 1 

Individualtypisierung beim Rind 

30 Ein Rind wurde mit herkommlichen Ohniiarken gekennzeichnet. Auf den Dom der 
Domplatte wurde das Probengewinnungsmittel aufgesetzt, das die Form eines zu dem 
vorderen Ende hin konisch zulaufenden Kegels mit einem zylindirschen Basisteil und 
einer Vertiefimg im Basisteil zur Aufoahme des Doms der Domplatte ausgebildet war. 



35 An der Zange wurde zudem der mit einer Lasche einstiickig ausgebildete Probenauf- 
nahmebehalter unter der far die Locbplatte vorgesehenen Position derart angeordnet, da6 
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der aus einer Kunststoffolie bestehende Deckel des ProbenaufiiahmebeMlter mit dem 
Lx)ch der Lochplatte ausgerichtet war. 

Die Lasche wies an einer von dem Ort der Probenaufijahmebehalter entfemt liegenden 
Stelle ein Durchgangsloch zur ortststabilen Befestigung der Lasche an der Zange auf . 

Durch Hindurchdriicken des mit dem Probengewinnungsmittel versehenen Dorm der 
Domplatte durch das Ohr des Rindes wurde die dabei aus dem Ohr ausgestanzte 
Gewebeprobe in dem Probenaufiiahmebehalter gedriickt. Das Probengewinnungsmittel 
wurde durch auf den Innewnanden des im Probenaufiiahmebehalter vorgesehenen 
Vorspriingen nach dem Einfiihren fixiert, wobei der gebildete Probenraum dichtend 
verschlossen wurde. 

In dem Probenaufinahmebehalter befand sich ein Molekularsieb (Merck 0,2 nm Nr. 
1.05704.0250), das die DNA der aufgenommenen Gewebeprobe vor einem Abbau 
schutzt. 

Mit dem in dem Probenauftiahmebehaiter vorhandenen genetischen Material konnte nach 
einem halben Jahr Lagerung problemlos DNA-Footprints, sowie PCR-Analysen auf 
bekannte Gene durchgefiihrt werden. 

Beispiel 2 

Screen-out von fiinktionellen Mutanten zur Zucht spezieller Linien (z.B. von 
1.3GalaGal3 negativen Schweinen fiir die Xenotransplantation 

In einer genugend groBen Population beinhaltet jedes im Genom vorhandene Gen, 
bedingt durch die bekannte natiirliche Mutationsrate, bei einzelnen Individuen nicht nur 
verschiedene Silent-Mutationen, sondem mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit auch 
Mutationen, die eine Inaktivitat des AUels zur Folge haben. In der Mehrzahl dieser FSlle 
handelt es sich dabei nicht um dominante sondem um rezessive Mutationen. GemaB 
Hardy-Weinberg-Regel ist die uberwiegende Zahl dieser mutationsbediagten 
Veranderungen im Genotyp von heterozygoten Individuen maskiert. 

Entscheidend ist, durch geeignete molekulargenetische Analysen des entsprechenden 
Genortes in den vorhandenen Schweine-Populationen in einem Screening-Verfehren ein 
(einziges) heterozygotes Anlagetragertier, das eine inaktivierende Mutation enthMt, zu 
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entdecken. Mit diesem Tier kann daim eine homozygot negative Linie aufgebaut werden, 
die den gleichen gewunschten und benStigten Gendefekt aufweisen wurde, wie eine durch 
Gen-Knock-out generierte Linie. Sie wurde dieser in nichts nachstehen. 

5 Die vorgeschlagene Vorgehensweise entspricht gewissennaBen dem Screenen einer 
Stanunzellinie nach Rekombination mit einem geeigneten Konstrukt, das keinen 
selektiven Marker enthalt. Der Unterschied ist folgender: Alle Zellen einer 
Stammzellinie haben den gleichen Genotyp mit Ausnalune derjenigen, die nach dem 
einmaiigen Mutationsereignis eine Veranderung bzw. Rekombination aufweisen. Beim 

10 Screenen von Schweinepopulationen sind alle analysierten Genotypen verschieden. Sie 
sind nicht gezielt mutagenisiert worden, tragen aber Mutationen, die sich im Laufe der 
Evolution und zuchterischen Bearbeitung angehauft haben (soweit sie im heterozygoten 
Zustand keinem negativen selektiven Druck ausgesetzt waren). 

15 Es ist bekannt, daB es quantitative Unterschiede bei der 1.3GalaGal3 Expression gibt. 
Da die Mutationsanalyse darauf gerichtet ist, in den diversen Populationen schon 
vorhandene Mutationen zu finden, werden Zuchttiere untersucht. Vemachiassigt man 
Neumutationen, dann konnen Mastschweine nur Mutationen tragen, die bei den 
Zuchteltem schon vorhanden sind. Fiir die praktische Durchfiihrung ist die Asservierung 

20 und Sammlung der Gewebeproben mit dem Typi-Fix-System ein entscheidender Faktor 
fur den Erfolg bzw. eine finanziell machbare Realsierung. Bei der Analyse zur Suche 
nach Mutationstragem mu6 davon ausgegangen werden, daB mQglicherweise bis zu 
100.000 Genotypen untersucht werden mussen, um potentielle Tiere mit einer 
1.3GalaGal Defizienz zu finden. Fiir das im Prinzip sehr aufwendige Sanmieln der 

25 Individualroben von 100.000 Schweinen ist das erfmdungsgemafie System das Verfahren 
der Wahl. Die Proben brauchen nur noch (per Post oder durch Sammelaktionen) ins 
Labor transportiert und dort weiterbearbeitet zu werden. 
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Patentansprikhe 

5 

1 . Vorrichtung zur Gewinnung und Erst-Aufbereitung von DNA-haltige Zellen enthal- 
tenden Proben, umfassend 

einen Probenauftiahmebehalter (1) und Mittel zum Gewinnen der Probe (4), das nach 
Gewiimen der Probe in den Probenaufnahmebehalter eingefiihrt wird und diesen dichtend 
10 verschlieBt, wobei 

der FrobenaufiiahmebeMlter (1) ein Bodenteil (2) und Seitenwande (3) aufweist, mit 
einem leicht durchdringbaren Deckel verschlossen ist und in einem von dem Boden 
entfemt liegenden Bereich der BeMlterseitenwande Mittel (5) zum Fixieren des 
eingefuhrten Probengewinnungsmittels besitzt, wobei in dem Behalter Mittel zum Schutz 
15 vor DNA abbauenden Enzymen vorgesehen sind, 

das Probengewinnungsmittel (4) derart ausgestaltet ist, daU es beim Einfiihren in den 
Probenaufnahmebehalter (1) mit den am Probenaufnahmebehalter vorgesehenen Mittel 
zum Fixieren (5) ortsstabil befestigt wird und den Probenaufiiahmebehaiter in mindestens 
einen Probenraum (6, 6a) einteilt, der durch den Boden (2) und die Seitenwande (3) des 
20 Probenaufiiahmebehaiters (1) und das vordere Ende des Probengewinnungsmittels (7) 
begrenzt wird. 

2 . V orrichtung nach Anspruch 1 , 

wobei der der durchdringbare Deckel des Probenaufiiahmebehaiters eine Folic oder eine 
25 wasserundurchlassige Membran ist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 

wobei das Mittel zum Schutz vor DNA-abbauenden Enzymen, Lauge, Proteinase K oder 
Molekularsieb ist. 

30 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, 

wobei die Proteinase K von einem geeigneten Puffer durch eine Membran getrennt ist, 
die beim Einfiihren des Probengewinmmgsmittels zerstort wird, so daB die Proteinase K 
mit dem Puffer in Kontakt gebracht wird. 

35 

5 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

wobei das Probengewinnimgsmittel (4) sich am vorderen Ende verjungt. 
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6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

wobei das Probengewinnungsmittel (4) am vorderen Ende mindestens eine scharfe Kante 
aufweist. 

5 

7 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche , 

wobei am Boden (2) des Probenaufhahmebehalters (19 ein in den Behalterinnenraum 
ragender Vorsprung (8) bereitgestellt wird und das Probengewinnungsmittel (4) an dessen 
vorderen Ende (7) zur Aufiiahme des Vorsprungs angepafit ist, so da6 das von dem 
10 Probengewinmmgsmittel (4) eingebrachte Probenmaterial zwischen dem Vorsprung (8) 
und dem Probengewimumgsmittel (4) zerkleinert wurd. 

8 . Vorrichtung nach Anspruch 7 , 

wobei der Vorsprung (8) mit den Seitenwanden (3) des Probenaufhahmebehalters (1) 
15 derart verbunden ist, dafi nach Einfuhren eines entsprechend angepafiten Probenge- 
winnungsmittels (4) der Probenaufiiahmebehalter (1) in 2 Probenraume (6, 6a) unterteilt 
wird. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, 

20 wobei der Vorsprung (8) eine Kegelform umfaBt. 

10. Vorrichtung nach Anspruch einem der Anspriiche 7 bis 9, 

wobei der Vorsprung (8) eine den Probenaufiiahmebehalter in 2 Bereiche unterteilende 
Wand ist. 

25 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

wobei der Probenaufiiahmebehalter (1) an einer Haltevorrichtung (9)befestigt ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 10, wobei die Haltevorrichtung (9) eine Lasche ist. 

30 

13. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

wobei das Probengewinnungsmittel an dessen hinterem Ende zur Aufiiahme eines Stiftes 
ausgebildet ist. 

35 14. Vorrichtung nach einem der vorhergetenden Anspruche, 

wobei das Probengewinmmgsmittel (1) losbar mit einer Domplatte (10) einer Ohrmarke 
verbunden ist. 
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15. Vorrichtung nach einem (ter vorhergehenden Anspruche, 

wobei der ProbenaufDahmebehalter losbar mit einer Lochplatte (11) einer Ohnnarke 
verbunden ist. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, 

wobei die Ohnnarke (10, 11) und der ProbenaufitiahmebehMlter (1) mit der gleichen 
Identifikationsnummer versehen sind. 

17. Verfehren zur Gewinnung einer DNA-haltige Zellen enthaltenden Probe aus einem 
Tier, 

wobei mit dem vorderen Ende (7) des Probengewinnungsmittels (4) eine geeignete Probe 
gewonnen und dieses in den Probenaufhahmebehalter (1) eingefuhrt wird, so dafi ein 
durch den Boden (2) und die Seitenwande (3) des ProbenaufhahmebehSlters (1) und dem 
vorderen Teil (7) des Probengewinnungsmittels (4) begrenzter Probenraum (6, 6a) 
gebildet wird, der gegenttber der Umgebung dicht abgeschlossen ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 

wobei das Probengewinnungsmittel (4) einer geeigneten Vorrichtung durch das Ohr eines 
Tiers gedriickt und in den Probenaufhahmebehalter (1) gefiihrt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 

wobei gleichzeitig eine Ohrmarkienmg des Tiers durchgefuhrt wird. 

20. Verfahren zur Typisiening von Tierpopulationen, 

wobei Proben mit einer Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 16 gewonnen, in 
einem Labor analytisch untersucht und katalogisiert werden. 

21. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 16 zur Gewinnung 
einer DNA-haltige Zellen enthaltenden Probe aus einem Tier. 
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